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Avant propos 

 
 

Le format de présentation de cette thèse correspond à une 

recommandation de la spécialité Maladies Infectieuse et Microbiologie, à 

l’intérieur du Master des Sciences de la Vie à Marseille. Le candidat est 

amené à respecter des règles qui lui sont imposées et qui comportent un 

format de thèse utilisé dans le Nord de l’Europe permettant un meilleur 

rangement des thèses traditionnelles. Par ailleurs, la partie introduction et 

la bibliographie sont remplacées par une revue envoyée dans un journal 

afin de permettre une évaluation extérieure de la qualité de la revue et 

permettre à l’étudiant de commencer le plus tôt possible une bibliographie 

exhaustive sur le domaine de cette thèse. Par ailleurs la thèse est présentée 

sur article publié, accepté ou soumis associé d’un bref commentaire 

donnant le sens général du travail. Cette forme de présentation a paru plus 

en adéquation avec les exigences de la compétition internationale et 

permet de se concentrer sur des travaux qui bénéficieront d’une diffusion 

internationale.  

 

Professeur Didier RAOULT 
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Résumé  
 

L’objectif de cette thèse a été d’enrichir nos connaissances sur les bactéries 

intracellulaires strictes et spécialement Coxiella burnetii, agent responsable de la fièvre Q. 

Pour ce faire, nous avons d’une part amélioré les techniques de préparation de l’ARN pour 

les études transcriptionnelles et d’autre part utilisé la technologie des puces à ADN pour 

analyser le transcriptome ainsi que la diversité génomique de C. burnetii. 
 

L’utilisation d’échantillons cliniques dans les études transcriptionnelles est limitée 

par la quantité de matériel disponible qui ne permet pas d’analyser simultanément les profils 

du pathogène et de son hôte au cours de l’infection. De ce fait, nous avons développé, sur un 

modèle d’escarres obtenus à partir de malades de fièvre boutonneuse méditerranéenne, une 

stratégie basée sur l’hybridation soustractive pour séparer les ARN eucaryotes et 

procaryotes dans le but d’entreprendre des hybridations de puces à ADN.  
 

C. burnetii est une bactérie hautement résistante aux stress environnementaux comme 

le changement de pH, la dessiccation, mais aussi le changement de température. Nous avons 

particulièrement étudié la réponse précoce de C. burnetii lors d’une exposition à une haute 

et faible température. L’analyse globale du profil transcriptionnel a montré que la réponse 

de C. burnetii était limitée et similaire pour les différents stress appliqués. Cependant, 

malgré cette faible réponse, il apparait clairement qu’une accumulation de ppGpp, un arrêt 

de la croissance et des modifications de la membrane et de la paroi cellulaire permettraient à 

C. burnetii de résister à ces stress. Toutes ces régulations géniques convergent vers un 

changement d’état de la bactérie vers une forme pseudo-sporulée. De plus, nous avons 

observé une organisation spatiale des gènes différentiellement exprimés. Nos analyses bio-

informatiques ont montré que ces clusters de régulation ne répondaient ni au paradigme 

promoteur - facteur de transcription – opéron, ni à des réseaux biologiques. Ayant retrouvé 

ce phénomène dans plusieurs autres études transcriptionnelles chez d’autres bactéries 

intracellulaires, nous spéculons que ces clusters de régulations pourraient être dus à une 

régulation épigénétique qu’il reste à caractériser. 
 

Différentes méthodes de typage ont déjà été mises au point pour classer les isolats de 

C. burnetii dans le but d'explorer son pouvoir pathogène. Ici, nous présentons une méthode 

de génomotypage basée sur la présence ou l'absence de gènes à l'aide de puces à ADN. 

Nous avons testé notre stratégie de génomotypage sur 52 isolats provenant de différentes 

zones géographiques, de différents hôtes et de patients présentant différentes manifestations 

cliniques. L'analyse a révélé la présence de 10 génomotypes organisés en 3 groupes avec 

une topologie congruente à celle observée avec le Multi Spacer Typing. Nous avons aussi 

découvert 4 génomotypes particulièrement associés à la fièvre Q aiguë, alors que tous les 

génomotypes étaient associés à la forme chronique. De plus, le génomotypage a révélé que 

les isolats retrouvés dans les tiques dures, y compris la souche de référence Nine Mile 

appartiennent au même genomotype. 
 

Globalement, les données que nous avons obtenues confirment le fait que les puces à 

ADN sont un outil adapté pour l’analyse de la pathogénicité de C .burnetti mais aussi des 

autres bactéries intracellulaires strictes. Cependant, de nouvelles technologies plus 

résolutives comme le DNA ou RNAseq semblent être plus prometteuses mais restent encore 

à optimiser.  
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Abstract 
 

The objective of this thesis was to increase knowledge of obligate intracellular bacteria 

and specifically, the causative agent of Q fever C. burnetii. In this regard, we have improved 

strategies to purify RNA for the transcriptional studies. We also used the technology 

microarrays to analyze the transcriptome and genomic diversity of C. burnetii. 
 

The use of clinical samples in the transcriptional studies is limited by the amount of 

material available and thus the transcriptional profiles of the pathogen and its host during 

infection can not be simultaneously analyze. We developed, with a model of eschars obtained 

from Mediterranean spotted fever patients, a strategy based on subtractive hybridization to 

separate RNA eukaryotic and prokaryotic cells in order to perform microarray experiments. 
 

Analysis of the survival strategies used by this bacterium to adapt to new environmental 

conditions is critical for our understanding of C. burnetii pathogenicity. Here, we report the 

early transcriptional response of C. burnetii under temperature stresses. Our data show that             

C. burnetii exhibited minor changes in gene regulation under short exposure to heat or cold 

shock. While small differences were observed, C. burnetii seemed to respond similarly to cold 

and heat shock. The expression profiles obtained using microarrays produced in-house were 

confirmed by quantitative RT-PCR. Under temperature stresses, 190 genes were differentially 

expressed in at least one condition, with a fold change of up to 4. Globally, the differentially 

expressed genes in C. burnetii were associated with bacterial division, (p)ppGpp synthesis, 

wall and membrane biogenesis and, especially, lipopolysaccharide and peptidoglycan 

synthesis. These findings could be associated with growth arrest and witnessed transformation 

of the bacteria to a spore-like form. Unexpectedly, clusters of neighboring genes were 

differentially expressed. These clusters do not belong to operons or genetic networks; they 

have no evident associated functions and are not under the control of the same promoters. We 

also found undescribed but comparable clusters of regulation in previously reported 

transcriptomic analyses of intracellular bacteria, including Rickettsia sp. and Listeria 

monocytogenes. The transcriptomic patterns of C. burnetii observed under temperature stresses 

permits the recognition of unpredicted clusters of regulation for which the trigger mechanism 

remains unidentified but which may be the result of a new mechanism of epigenetic regulation. 
 

Different typing methods have been previously developed to classify C. burnetii isolates 

in order to explore its pathogenicity. Here, we report a comprehensive genomotyping method 

based on presence or absence of genes using microarray. The genomotyping method was then 

tested on 52 isolates obtained from different geographic areas, different hosts and isolated from 

patient with different clinical manifestations. The analysis reveals the presence of                       

10 genomotypes organized in 3 groups with a topology congruent with that of Multi Spacer 

Typing. We also found out 4 genomotypes especially associated with acute Q fever whereas all 

the genomotypes could be associated to chronic human infection. Serendipity, genomotyping 

reveals that hard ticks isolates including Nine Mile belong to the same genomotype.  
 

Overall, the data we obtained confirm that DNA microarrays are a suitable tool for 

exploring pathogenicity of C. Burnetti and other obligate intracellular bacteria. However new 

technologies such as DNAseq or RNAseq seem more promising but still need to optimize and 

also are still expensive compared to microarray. 
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Introduction 
 

 

Les bactéries peuvent être classées selon leur localisation en bactéries 

extracellulaires, intracellulaires facultatives et intracellulaires obligatoires. Les 

bactéries intracellulaires obligatoires n’ont pas la capacité in vivo de se multiplier en 

dehors de cellules hôtes eucaryotes. Certaines des bactéries permettent une 

association avantageuse pour leur hôte, définissant le mutualisme [1]. Cependant, 

d’autres bactéries ont un effet délétère sur leur hôte, dans ce cas on parle de 

parasitisme [1]. Plusieurs de ces bactéries parasites sont pathogènes pour l’Homme 

comme peuvent l’être les Rickettsies [2], les Chlamydia [3], les Ehrlichia [4], les 

Anaplasma [5], Mycobacterium leprae [6] en autres, mais aussi Coxiella burnetii [7]. 

Ces bactéries peuvent se développer dans des compartiments cellulaires différents 

comme le cytoplasme et le noyau pour les Rickettsies [2] mais aussi les phagosomes 

ou phagolysosomes pour les Chlamydia et C. burnetii [8]. Ces bactéries sont à culture 

fastidieuse et comportent des génomes en cours d’évolution réductive et relativement 

petits comparés à d’autres bactéries [9–12].  

 

Connaitre les mécanismes de régulation génétique et le polymorphisme chez 

ces bactéries peut permettre d’augmenter les connaissances sur la pathogénicité des 

bactéries en général. Pour cela, la génétique bactérienne et la création de mutants ont 

été largement utilisées pour comprendre comment les bactéries pouvaient interagir 

avec leurs cellules hôtes. Ces stratégies étaient utilisées pour identifier et caractériser 

des gènes associés à la virulence bactérienne [13]. Cependant, la création de mutants 

est difficile à réaliser pour les bactéries intracellulaires strictes, du fait de problèmes 

de sélection des mutants [14]. Cette problématique est à l’origine du manque de 

connaissance relative sur les facteurs de virulence des bactéries intracellulaires 

strictes. Récemment, quelques études ont été réalisées à partir de mutants pour 

Chlamydia trachomatis [15], Rickettsia prowazekii [16] et C. burnetii [17]. Mais les 

connaissances sur les interactions hôte-pathogène et les mécanismes de virulence de 

ces bactéries restent toutefois extrêmement limitées.  
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  Lors des dix dernières années, le séquençage massif des génomes bactériens 

ainsi que le développement et l’amélioration de nouveaux outils robotiques ont fourni 

de nouvelles méthodes pour caractériser la pathogénicité des bactéries [18]. Ces 

méthodes dites de « Post Génomique » permettent des analyses à haut débit et 

génèrent d’importants volumes de données détaillées qui peuvent être utilisées pour 

augmenter les connaissances sur la pathogénicité des bactéries. Contrairement à la 

biologie moléculaire qui se limitait à l’analyse de quelques gènes [19,20], les 

technologies de « Post Génomique » sont capables d’englober l’ensemble d’un 

génome. L’une de ces technologies est la puce à ADN ou microarray [21]. Les puces 

à ADN reposent sur le principe d’hybridation complémentaire des acides nucléiques. 

Elles permettent principalement d’analyser le profil transcriptionnel d’une bactérie 

dans un état donné lorsque le matériel de départ est de l’ARN [22] ou bien d’analyser 

son contenu génique lorsque de l’ADN génomique (ADNg) est utilisé [23]. Les 

études de transcriptomique et de génomique comparative permettent d’identifier des 

gènes potentiellement responsables de la virulence bactérienne.  

 

Dans cette thèse, en guise d’introduction, nous avons fait un état des lieux de 

l’ensemble des publications scientifiques concernant l’utilisation des puces à ADN 

pour l’étude de la pathogénicité des bactéries intracellulaires strictes. Nous avons 

développé une partie sur le principe général des puces à ADN et expliqué les 

différentes étapes suivies lors de son utilisation. De part leurs caractéristiques, les 

bactéries intracellulaires strictes imposent certaines limitations lors de l’utilisation 

des puces à ADN. Nous avons décrit ces limitations et les différentes stratégies 

utilisées lors des études pour les contourner. Enfin, les principaux résultats obtenus 

sur l’ensemble des publications, impliquant une analyse transcriptionnelle ou de 

génomique comparative à l’aide de puces à ADN, ont été intégrés à cette revue.  

L’utilisation des puces à ADN dans le champ des interactions hôte-pathogène 

reste limitée [24]. A ce jour aucune étude n’a permis d’analyser simultanément les 

profils transcriptionnels du pathogène et de son hôte par puce à ADN à partir d’un 
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même échantillon clinique. En effet, la quantité limitée de ces échantillons souvent ne 

permet pas d’entreprendre ce genre d’expérience. Dans cette optique d’analyse 

complète de la réponse du pathogène et de l’hôte, nous avons développé une stratégie 

permettant de séparer les ARN eucaryotes et procaryotes grâce à une technique 

d’hybridation soustractive. Cette stratégie a été développée sur un modèle utilisant 

des escarres obtenues à partir de patients souffrant de fièvre boutonneuse 

méditerranéenne [25].  

 

Ensuite, dans notre travail de thèse, nous nous sommes intéressés plus 

particulièrement à C. burnetii. C. burnetii est une petite gamma-protéobactérie Gram-

négatif, identifiable à la coloration de Gimenez [7]. C.burnetii entre dans la cellule 

(monocyte ou macrophage) par phagocytose et se multiplie dans un compartiment 

phagosomal ou phagolysosomal à un pH de 4,5 [26]. A l’état naturel, lorsque la 

bactérie est isolée à partir de prélèvements animaux ou humains, elle exprime un 

antigène de phase I associé à un lipopolysaccharide (LPS) complet et à un potentiel 

d’infectiosité majeur. En laboratoire, après plusieurs passages en culture cellulaire ou 

sur œufs embryonnés, la perte partielle du LPS, induisant une variation antigénique, 

conduit à la phase II qui est non virulente [27,28]. Cette variation est associée à une 

délétion génomique de gènes impliqués dans la synthèse du LPS [29]. Par ailleurs,            

C. burnetii présente un cycle de développement comportant une forme intracellulaire 

dite « Large Cell Variant » (LCV) et une forme extracellulaire plus petite et 

métaboliquement inactive dite « Small Cell Variant » (SCV) [30]. Une troisième 

forme souvent associée à la forme SCV, caractérisée par une forme pseudo-sporulée, 

serait à l’origine de la résistance extrême de C. burnetii aux milieux extérieurs 

hostiles (désinfectants, pH, température, dessiccation et pression osmotique) [7,31].  

 

C. burnetii est responsable de la fièvre Q, zoonose répandue dans le monde 

entier. Si l’infection par C. burnetii se révèle asymptomatique dans près de 60% des 

cas, la fièvre Q peut se manifester selon 2 formes, l’infection aiguë ou l’infection 

chronique [32]. La fièvre Q aiguë est principalement caractérisée par un syndrome 
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pseudo grippal au cours duquel peuvent notamment survenir une pneumonie ou une 

hépatite, alors que pour la fièvre Q chronique les patients peuvent présenter une 

endocardite, une infection vasculaire ou une ostéomyélite [7]. Sa potentielle gravité 

en fait une maladie à déclaration obligatoire aux USA et sa haute infectiosité ainsi 

que sa facile dissémination l’ont fait considérer comme un agent potentiel de 

bioterrorisme (classe B du CDC). Actuellement, la fièvre Q est traitée par 

l’administration de doxycycline. Bien qu’à l’origine la fièvre Q était considérée 

comme une maladie vectorielle à tiques [33,34], actuellement la voie d’infection par 

aérosol est décrite comme la voie principale [7]. Pourtant, une grande prévalence de 

C. burnetii dans les différents arthropodes laisse présumer d’un rôle potentiel de ces 

derniers dans la dissémination de l’agent de la fièvre Q [35]. Actuellement, un regain 

d’intérêt est porté à la fièvre Q du fait de sa réémergence dans différentes zones et 

spécialement en Europe, avec une épidémie de plusieurs milliers de cas aux Pays-Bas 

[36].  

 

Le premier génome de C. burnetii à été séquencé en 2003 à partir d’une souche 

isolée d’une tique aux Etats Unis [11]. C. burnetii présente un génome de petite taille 

(environ 2 Mpb). Son annotation a permis d’identifier 2060 gènes correspondant à 

77% de la séquence. La présence de nombreux pseudo gènes montre que ce génome 

est en cours d’évolution réductive. Très récemment, 4 nouvelles souches ont été 

séquencées [37]. L’ensemble des différents plasmides observés chez C burnetii a 

également été séquencé [38]. La disponibilité de ses génomes en fait un bon candidat 

pour entreprendre des études à l’aide de stratégies « Post génomiques » et 

spécialement les puces à ADN. 

 

Comme nous l’avons précédemment évoqué, C. burnetii est très résistante aux 

différents milieux [7]. Cette haute résistance est en partie responsable d’une possible 

utilisation comme arme biologique. Au regard de ces données, la caractérisation des 

stratégies de survie de cette bactérie pour s’adapter à son nouveau milieu est 

importante pour la compréhension de sa pathogénicité. Dans ce contexte, nous avons 
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entrepris une analyse transcriptionnelle de la réponse précoce de C. burnetii à un 

changement de température. Pour ce faire, nous avons choisi d’utiliser un modèle 

cellulaire in vitro de « cold » et « heat » shock et d’analyser le profil transcriptionnel 

de la bactérie en utilisant la technologie des puces à ADN. 

 

Les récentes épidémies de fièvre Q ont relancé la question de la clonalité 

bactérienne [39]. En effet il est possible que ces épidémies soient liées à l’émission de 

clones hautement virulents. De nombreuses études de biologie moléculaire ont été 

effectuées lors de l’épidémie qui sévit actuellement aux Pays-Bas. Ces études ont 

révélé l’implication d’un seul génotype ou du moins une réduction de l’hétérogénéité 

[36,40]. Pour essayer de mieux comprendre la pathogénicité de C. burnetii nous 

avons entrepris une analyse de génomique comparative par puce à ADN en utilisant 

un échantillon représentatif des souches disponibles au sein du laboratoire. Cette 

collection d’isolats contient notamment deux isolats présentant un génotype identique 

au potentiel clone épidémique des Pays-Bas ainsi que quatre souches provenant 

d’arthropodes. 

 

 Enfin, au cours de cette thèse, l’expertise acquise par l’utilisation des puces à 

ADN pour les bactéries intracellulaire nous a permis d’effectuer d’autres études sur 

des bactéries intracellulaires strictes pathogènes pour l’homme, les Rickettsies. 

Différents travaux sont présentés en annexe, avec pour point commun l’utilisation 

d’outils post génomique mais également la transcriptomique. 
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Tissues to Explore the in vivo 

Host–Pathogen Interactions with Microarrays 
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 35 

Commentaire 

 

La technologie des puces à ADN peut être considérée comme une méthode 

puissante pour augmenter les connaissances sur les interactions hôte-pathogène au 

cours de l’infection. Explorer simultanément les profils transcriptionnels du 

pathogène et de son hôte pourrait être une approche prometteuse et pourrait à terme 

favoriser le développement d’outils diagnostiques ou thérapeutiques [24].  

 

 Actuellement, la majorité des études utilisant les puces à ADN pour la 

caractérisation des interactions hôte-pathogène ciblent la réponse de l’hôte eucaryote 

du fait de limitations techniques pour les études transcriptionnelles des bactéries. De 

plus, ces études sont souvent basées sur des modèles in vitro et ne reflètent pas 

toujours les conditions in vivo. Les échantillons cliniques correspondant aux 

conditions in vivo étant souvent en quantité limitée, il serait donc encore plus difficile 

d’entreprendre à ce jour une étude simultanée des profils transcriptionnels de l’hôte et 

de son pathogène. 

 

Pour pallier à cette problématique, nous avons mis au point une méthode 

permettant d’entreprendre simultanément l’analyse des profils transcriptionnels de 

l’hôte et de son pathogène à partir d’escarres provenant de patients souffrant de fièvre 

boutonneuse méditerranéenne. Cette méthode a eu pour but d’optimiser les étapes 

d’extraction et de séparation des ARN eucaryotes et procaryotes, afin d’obtenir ces 

derniers en qualité et en quantité suffisante pour réaliser par la suite des hybridations 

de puces à ADN. 

 

Cet article montre que la stratégie développée permet de séparer les fractions 

d’ARN eucaryotes et procaryotes en quantité et qualité suffisante pour entreprendre 

des analyses transcriptionnelles par puce à ADN. De plus cette stratégie semble être 

adaptable à d’autres modèles d’interactions hôte-pathogène. 
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Chapitre II 
 

 

Coxiella burnetii Transcriptional analysis 

Revealed Serendipity Clusters of Regulation              

in Intracellular Bacteria 



 42  



 43 

Commentaire 

 

Comme nous l’avons précédemment exposé, Coxiella burnetii est hautement 

résistante à différents stress environnementaux tels que les variations de pH, 

l’utilisation de produits désinfectants, la dessiccation mais aussi les variations de 

température [7]. Cette résistance permet à C. burnetii de survivre longuement dans les 

produits de parturition infectés lors d’avortements d’animaux d’élevage et permet la 

dissémination de bactéries viables [7] pouvant provoquer des larges épidémies [36]. 

Le changement de température est le stress environnemental auquel les organismes 

vivants sont le plus exposés [41]. Afin de surmonter les conditions critiques que 

peuvent générer de fortes variations de température, les bactéries ont développé des 

mécanismes complexes et spécifiques [41].  

 

Les génomes des bactéries intracellulaires strictes étant généralement de petite 

taille, ils pourraient être associés à une faible capacité d’adaptation aux changements 

environnementaux. Cependant, différentes études portant sur des bactéries 

intracellulaires strictes à petit génome ont montré que ces dernières étaient capables 

d’avoir une réponse spécifique et adaptée lorsqu’elles subissaient une variation de 

température importante (type « cold » et « heat » shock). C’est le cas de T. whipplei 

[42] et de plusieurs espèces de rickettsies [43–45]. Ces réponses aux stress thermiques 

impliquaient la régulation de gènes codant pour des protéines chaperonnes mais aussi 

pour des protéines induisant l’arrêt de la croissance bactérienne, comme par exemple 

la synthèse de (p)ppGpp. 

Pour répondre efficacement à ces conditions de stress, la bactérie doit être 

capable de coordonner l’expression de gènes spécifiques. Le dogme de l’expression 

génétique promoteur - facteur de transcription - opéron a été récemment mis à mal 

dans des approches globales de transcriptomique. En effet, plusieurs types d’ARN 

non codants (ARNnc) tels que les petits ARN (ARNs) ou les régions non traduites 
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des transcrits (UTR) ont ainsi été décrits comme pouvant jouer un rôle dans la 

régulation génétique, avec des phénomènes de « silencing » équivalant à ceux déjà 

caractérisés chez les eucaryotes [46]. De plus, ces régulations épigénétiques ont été 

associées à la virulence bactérienne. Cossart et al. ont identifié dans une récente étude 

utilisant la technologie des puces à ADN chez Listeria monocytogenes, des ARNnc 

régulés et associés à la virulence de la bactérie [47]. Une autre étude a aussi montré 

que l’ARN 6S de Legionnella pneumophila était impliqué dans la multiplication 

intracellulaire [48]. Enfin, dans une étude du RNome par RNAseq de Chlamydia 

trachomatis [49], il a été montré que la bactérie régulait des ARNnc comme des UTR 

ou des ARNs lors de son cycle cellulaire. Tous ces nouveaux niveaux de régulation 

transcriptionnelle ont mis en évidence que l’expression génétique était un monde plus 

complexe que le laisse penser le dogme originel.  

Nous avons voulu durant cette thèse caractériser la réponse de C. burnetii au 

niveau transcriptionnel lors d’une exposition à de grandes variations de température 

(4°C et 43°C correspondant respectivement au « cold » et « heat » shock). Pour ce 

faire, nous avons construit une puce à ADN contenant plus de 95% des gènes de            

C. burnetii, en utilisant des stratégies initialement développées au sein du laboratoire 

pour l’analyse transcriptomique des bactéries intracellulaires.  

Dans cet article, nous avons montré que la réponse transcriptionnelle précoce 

de C. burnetii à des changements de température est assez limitée. Cependant, nous 

avons remarqué que la réponse semble être équivalente entre une exposition à un 

« cold shock » ou un « heat shock ». De plus, les signatures transcriptionnelles 

observées pourraient correspondre à un passage à la forme pseudo-sporulée de               

C. burnetii. Ce modèle nous a permis de mettre en évidence un regroupement spatial 

des gènes différentiellement exprimés le long du génome que nous ensuite essayé de 

caractériser. Ce phénomène ne répondant pas aux dogmes promoteur - facteur de 

transcription – opéron et n’étant pas associé à un réseau biologique, nous posons 

l’hypothèse qu’il pourrait correspondre à un nouveau mode de régulation 

épigénétique qui reste encore à être caractérisé.  
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Abstract 
 

Coxiella burnetii, the causative agent of the zoonotic disease Q fever, is mainly 

transmitted to humans through an aerosol route. A spore-like form allows C. burnetii 

to resist different environmental conditions. Because of this, analysis of the survival 

strategies used by this bacterium to adapt to new environmental conditions is critical 

for our understanding of C. burnetii pathogenicity. 

Here, we report the early transcriptional response of C. burnetii under 

temperature stresses. Our data show that C. burnetii exhibited minor changes in gene 

regulation under short exposure to heat or cold shock. While small differences were 

observed, C. burnetii seemed to respond similarly to cold and heat shock. The 

expression profiles obtained using microarrays produced in-house were confirmed by 

quantitative RT-PCR. Under temperature stresses, 190 genes were differentially 

expressed in at least one condition, with a fold change of up to 4. Globally, the 

differentially expressed genes in C. burnetii were associated with bacterial division, 

(p)ppGpp synthesis, wall and membrane biogenesis and, especially, 

lipopolysaccharide and peptidoglycan synthesis. These findings could be associated 

with growth arrest and witnessed transformation of the bacteria to a spore-like form. 

Unexpectedly, clusters of neighboring genes were differentially expressed. These 

clusters do not belong to operons or genetic networks; they have no evident 

associated functions and are not under the control of the same promoters. We also 

found undescribed but comparable clusters of regulation in previously reported 

transcriptomic analyses of intracellular bacteria, including Rickettsia sp. and Listeria 

monocytogenes. 

The transcriptomic patterns of C. burnetii observed under temperature stresses 

permits the recognition of unpredicted clusters of regulation for which the trigger 

mechanism remains unidentified but which may be the result of a new mechanism of 

epigenetic regulation. 
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Introduction 

 

C. burnetii is a Gram-negative intracellular γ-proteobacterium that causes                

Q fever, a zoonotic disease with a worldwide distribution [1]. Q fever can manifest as 

an acute or chronic illness. Acute Q fever is typically a self-limiting febrile illness 

during which pneumonia or hepatitis can occur, whereas chronic Q fever is a severe 

illness that may cause patients to present endocarditis, vascular infection, 

osteomyelitis and chronic hepatitis [1]. The major route of contamination with                

C. burnetii is as an aerosol. C. burnetii displays antigenic variation in its 

lipopolysaccharides (LPS) [2]. In phase I, the bacterium is highly infectious, and this 

corresponds to the natural phase found in animals, humans and arthropods, whereas 

phase II, which is not very infectious, presents truncated LPS and can be obtained 

after several passages in cell culture or embryonated eggs [1]. The C. burnetii 

genome was sequenced in 2003, and its size is approximately 2 Mbp with a plasmid 

of approximately 38 kbp [3]. Recently, five new isolates of C. burnetii were 

sequenced [4].  

C. burnetii displays a complex intracellular cycle, leading to the formation of 

spore-like forms [5]. McCaul and Williams have proposed the terms “small-cell 

variant” (SCV) and “large-cell variant” (LCV) to differentiate the two C. burnetii cell 

forms observed in persistently infected cells [6]. SCVs are metabolically inactive and 

resistant to osmotic pressure and correspond to the extracellular form of the 

bacterium. SCVs attach to the eukaryotic cell membrane to enter phagocytic cells. 

After phagolysosomal fusion, acid activation of the metabolism of SCVs may lead to 

the formation of LCVs. Both LCVs and SCVs have a typical bacterial Gram-negative 

cell wall with two layers separated by the periplasmic space. However, a dense 

material fills the periplasmic space in SCVs. This material is composed of proteins 

and peptidoglycans and may explain the increased resistance of SCVs to 

environmental conditions [7]. The extracellular forms of C. burnetii resist 

environmental conditions such as desiccation and low or high pH, chemical products 
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such as ammonium chloride, disinfectants such as 0.5% sodium hypochlorite, and 

UV radiation [1,8]. 

Temperature change is the most common stress that all living
 

organisms 

encounter in natural habitats. To overcome critical
 
situations that could be generated 

by extreme temperatures,
 
bacteria have evolved complex and specific mechanisms that 

are
 
referred to as cold shock and heat shock responses [9]. Intracellular bacteria exhibit 

small genomes that show an evolutionary tendency toward genomic reduction, which 

could be associated with a lower adaptation capacity to environmental changes [10–

12]. A number of intracellular bacteria have been observed to adapt to environmental 

changes, including T. whipplei and Rickettsia sp. [13–16]. Different obligate 

intracellular bacteria have exhibited the expression of specific genes encoding 

chaperone proteins and proteases that regulate the misfolding of proteins under stress 

conditions and alarmone accumulation. A previous transcriptional microarray study 

has been performed to improve an axenic medium for the C.burnetii culture [17]. 

Coordinated virulence gene expression is critical for bacteria during the course 

of infection. Global transcriptomic approaches have highlighted epigenetic 

mechanisms associated with bacterial pathogenicity. Cossart et al. showed that 

noncoding RNA (ncRNA) called small RNA (sRNA) was associated with Listeria 

monocytogenes pathogenicity through use of tilling microarray technology [18]. More 

recently, a sRNA microarray approach allowed researchers to discover that 6S RNA is 

implicated in intracellular multiplication [19]. A bacterial RNA seq study found that 

Chlamydia trachomatis exhibits regulation of ncRNA, including UTRs and sRNAs, 

during its cellular cycle [20]. These ncRNAs are involved in mechanisms that target 

gene regulation [21–24]. These levels of regulation show that bacterial gene regulation 

seems to be much more complicated than suggested by the promoter-and-transcription-

factor paradigm. 

Here, the early adaptive responses and the regulation mechanisms of
 
C. burnetii 

exposed to various sudden temperature shifts were
 
investigated using a whole-genome 

microarray. We also focus on the specific regulation mechanisms of C. burnetii and 

other intracellular bacteria to adapt in response to environmental stress. 
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Results 

Microarray experiments 

The complete transcriptional profile of C. burnetii exposed to stress 

temperatures was determined using a whole-genome microarray. Our microarray was 

spotted in quadruplicate and contained 1990 gene probes that corresponded to 

~98.7% of the coding sequences of this species. Our microarray was validated by 

self-comparison with gDNA and cDNA hybridization (data not shown). In our 

experimental design, the reference group corresponded to the Nine Mile strain 

growing at 35°C in normal conditions, while the test group corresponded to the Nine 

Mile strain exposed to stress temperatures for 30 or 60 min. Bacteria were submitted 

to stress temperatures of 4 or 42°C, which represent the cold shock (CS) or heat 

shock (HS), respectively. RNA from bacteria and L929 cells were extracted 

simultaneously to avoid changes in transcriptomic profile after the bacterial 

purification process. Eukaryotic RNA was depleted using the MicrobEnrich Kit, 

which is based on a subtractive hybridization strategy. We found an atypical profile 

for C. burnetii RNA (Figure 1). The cDNA was amplified using random
 
nucleotides 

and the highly processive phi29 polymerase. The hybridizations were performed in 

triplicate with three independent cultures. Quantification
 
and t-test analyses were 

applied to determine the
 
genes that were differently expressed at a significant level of 

confidence of above 95% with
 
a 2-fold cut-off. To confirm the global response of the 

Nine Mile strain, RT-PCR was performed. 

 

General overview 

The differentially expressed genes and transcriptomic profile of C. burnetii 

grown at 35°C
 
and then submitted either to heat shock (42°C) or to cold

 
shock (4°C) 

for 30 min or 1 h, respectively, are shown in Table 1. Our transcriptomic analysis of 

the C. burnetii response to stress temperatures revealed the differential expression of 

190 genes, including 140 genes for the CS treatment (85 for 30 min and 62 for                

60 min of exposure) and 96 genes for the HS treatment (49 genes for 30 min and             

58 for 60 min of exposure) (Supplementary data). The percentages of these genes 
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according to their functional classification based on COG are expressed in pie charts 

in Figure 2. Surprisingly, a clustering analysis of the differentially expressed genes 

under the four temperature stress conditions (Figure 2) showed that only small 

differences of expression were detectable between the four treatments (Figure 2).  

 

Functional analysis 

We functionally classified the differentially expressed genes according to COG [25]. 

We determined the proportion of different functional categories for each condition 

(Figure 3) and for genes that were differentially expressed in at least one of the stress 

conditions. The main category of differentially expressed genes was cell wall, 

membrane and envelope biogenesis (M), with up to 15% following 30 min heat 

shock. The genes associated with category M encoded outer membrane proteins or 

proteins involved in the synthesis of lipopolysaccharides, peptidoglycans and 

mureins. The second principal category observed were genes involved in amino acid 

transport and metabolism (F), which mostly included genes coding for transport 

system components (arginine and dipeptides). Nucleotide transport and metabolism 

(E) genes were also highly regulated, especially under cold shock treatment. In 

contrast to category E, the intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 

functional category (U) appeared to be heat shock–specific. Genes involved in 

cellular functions (transcription (K), replication (L) and translation (J)), representing 

principal and secondary metabolism, were also differentially expressed. Genes 

without an associated COG or with an unknown function–associated COG 

represented approximately 45% of the genes that were differentially expressed. 

 

Regulon organization 

Figure 4 shows that targeted large zones of the bacterial chromosome were 

simultaneously regulated under stress conditions. We analyzed the structure of these 

clusters of regulation. Each cluster contained between 5 and 11 genes, at least half of 

which were differentially expressed (Supplementary data). These clusters contained 

genes that are not necessarily organized into operons, and they can be found on both 
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genomic strands. To check whether this clustering pattern was statistically 

significant, we split the genome into windows of 5 to 11 genes and counted the 

number of differentially expressed genes in each. We included in the clusters of 

regulation all of the windows in which at least the half of genes were found 

differentially expressed. We found that these clusters of regulation contained 

differentially expressed genes that were significantly associated compared to a 

random distribution in the genome (Figure 5 and Supplementary data). Although the 

genes mostly occurred in complete operons, single ORFs and incomplete operons 

were also present in some clusters (Supplementary data). To elucidate the mechanism 

of these regulation clusters, we monitored gene functions within the clusters based on 

COG classification, but we did not find an enrichment of any specific functional 

category associated with our clusters compared to rest of the genome (Supplementary 

data). Finally, we focused on a functional protein association network using the 

STRING database 8.2 [26]. Based on the number of connections (score > 500) per 

protein, we determined whether the proteins encoded by the genes included in our 

clusters were specifically connected compared other C. burnetii proteins, but no 

significant differences were found (Supplementary data). Though these clusters of 

regulation included a number of genes that do not have obvious associated functions, 

we looked for networks that could link our clusters together and help us to understand 

this organization of gene expression regulation. Analysis of the protein association 

network showed that the different clusters seemed to be highly connected for the heat 

and cold shock conditions, but the connections were mostly spatial connections and 

not functional (Supplementary data). We also looked for structural genomic 

organization homology between C. burnetii and other sequenced γ-proteobacteria that 

are phylogenetically close to this species according to their 16S rRNA sequences 

(Legionella sp. and Francisella sp.). The genes implicated in clusters of regulation in 

C. burnetii presented no clearly identified synteny with those of Legionella sp. or 

Francisella sp. (Supplementary data). Finally, we compared the promoter sequences 

included in our clusters. We aligned the regions from -1000 bp to the translation start 

site (TSS). The phylogenic trees obtained from these alignments did not show 
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clustering of promoters associated with either up- or downregulation. We also 

examined predicted promoters using the Neural Network Promoter Prediction method 

[27]. We did not find any clearer clustering of promoters associated with gene 

regulation (Supplementary data). We also extracted the region from -10 to the TSS 

for every transcriptional unit and analyzed the CG% of these sequences 

(Supplementary data) to look for a correlation between GC% and transcriptional 

regulation. We observed no correlation between transcriptional regulation and the 

GC% of the -10 to translational start site sequences. Furthermore, we examined data 

from transcriptomic studies on other obligate intracellular bacteria. We collected data 

from the GEO database and Array Express to look for this kind of spatial regulation 

in other species, and we found that this type of regulation was also present in other 

species, including Rickettsial species [14–16,28], Tropheryma whipplei [13] and 

Listeria monocytogenes [18] (Supplementary data). Figure 6 shows that large regions 

of the genomes of R. rickettsii, T. whipplei and L. monocytogenes can be highly 

regulated, comparable to the clusters of regulation found here.  
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Discussion 

In this study, we examined the early response of gene expression patterns in          

C. burnetii to cold and heat shock using a global transcriptional approach based on 

microarray technology. Microarray-based transcriptional studies for obligate 

intracellular bacteria have limitations, such as obtaining RNA of sufficient quality 

and quantity [29,30]. Bacterial purification from infected cells involves several steps 

at 4°C, and bacteria are highly sensitive to cold shock [31]. To prevent the treatments 

from skewing the results, we extracted eukaryotic and prokaryotic RNA 

simultaneously, and eukaryotic RNA was then removed by subtractive hybridization. 

We observed an atypical rRNA profile (Figure 1) with three peaks. This atypical 

profile is due to an insertion sequence in the 23S rRNA gene, as previously described 

[32,33]. Considering the 23S rRNA split, we obtained purified C. burnetii RNA of 

good quality. This strategy of eukaryotic RNA depletion coupled with cDNA 

amplification was previously successfully devised for the
 

global transcriptomic 

analysis of intracellular bacteria [34]. Finally, the results obtained by qRT-PCR 

validate our microarray hybridization experiments, which were carried out with 

bacterial RNA extracted from three independent experiments.  

 

According to our results, Coxiella burnetii appears not to be highly sensitive to 

temperature shifts corresponding to CS and HS. We found few genes that were 

differentially expressed (around 3 ±1% per temperature stress conditions). The genes 

regulated upon exposure to stress temperatures showed minor changes, with up to a 

4-fold change in their expression. Thus, we speculate that host cells provide a stable 

environment and can partially decrease transcriptional responses from occurring in 

obligate intracellular bacteria. Surprisingly, a clustering analysis of the differentially 

expressed genes under the four temperature stress conditions examined (Figure 2) 

shows that only slight differences of expression were detectable between the four 

conditions (as was previously shown with for T. whipplei) [13]. These similar 

transcriptomic profiles suggest that C. burnetii uses identical strategies to protect 
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itself from CS and HS during its early exposure to these conditions within cells 

(Figure 2).  

 

Even if bacteria do have the capacity to adapt quickly, our study largely 

reflects the very early and early responses of C. burnetii to temperature shifts. 

Moreover, we point out these transcriptomic profiles reflect that C. burnetii could 

have been under growth arrest. A slowdown in cellular division in C. burnetii could 

be supported by the downregulation of genes coding for the septum placement (ftsZ) 

[35,36] [37], the segregation of the plasmid (parB) [38] and genes associated with 

cell division (ftsY, gidAB) [39,40]. The downregulation of genes implicated in 

alarmone degradation (rpoZ, spoT and gmK) [41,42] indicates a (p)ppGpp 

accumulation, which is involved in the stringent response and in bacterial sporulation 

[42–44]. The stringent response is classically followed by growth arrest. While most 

of genes coding for chaperone proteins are generally underexpressed, Hsp90 could be 

activated via HemE [45]. The cell wall and the membrane of C. burnetii seem to be 

modified and are associated with a spherical shape (merBCD) [43,46]. The bacteria 

also undergo homeostatic maintenance, in which ABC transport and efflux pumps are 

implicated (artM, artQ, opp system). The decrease in bacterial division coupled with 

the putative morphological aspects, the changes in the membrane and cell wall, and 

the homeostatic maintenance could potentially correlate to a transformation of               

C. burnetii into a metabolically inactive sporulation-like form (SCV) [5]. The SCV 

form seems to be associated with the stress response of C. burnetii and could confer 

on the bacteria strong resistance to environmental changes, such as CS and HS.  

 

Surprisingly, we observed that significantly differentially expressed genes were 

mostly spatially clustered following exposure to stress temperatures (Figure 3), and 

we found that these genes were highly significantly spatially associated compared to 

a random distribution. Then, we hypothesized that this distribution was associated 

with a transcriptional regulation mechanism. Different levels of bacterial gene 

expression regulation have been previously characterized, such as organization 
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related to operons and regulons [47]. However, the clustering found in this study was 

not obviously associated with operon organization. Some genes were even found on 

the two different DNA strands. The second level of regulation could be related to 

functional associations and network connections. A study of the Rickettsia prowazekii 

transcriptional response to cold shock found that that only genes associated with 

posttranscriptional modification, such as protease and chaperon proteins, were 

differentially regulated [14]. However, our investigation of functional associations 

using COG classifications and network connections did not allow us to find any 

obvious associations. Furthermore, a study of genomic organization showed that our 

clusters of differentially expressed genes were not highly syntenic with those of other 

bacteria, in particular with phylogenetically closely related bacteria, including                  

L. pneumophila and F. tularensis. This could indicate a lack of functional selection 

pressure. Another transcriptional level of regulation is the regulon. A regulon is a 

collection of genes or operons under regulation by the same regulatory protein. The 

observed downregulation of the gene coding for the RNA polymerase omega subunit 

in all of our experimental conditions directed our research toward the regulon 

phenomenon. We analyzed the downstream intergenic sequences of our differentially 

expressed genes to look for similarity in promoter patterns. As we mentioned 

previously, heat shock appears to be involved (p)ppGpp accumulation within these 

bacteria. ppGpp is known as a transcriptional regulator [48,49], and DksA, which 

binds to the RNA polymerase secondary channel, potentiates the effects of (p)ppGpp 

on transcription. The direct activation or repression of a gene promoter by (p)ppGpp 

and DksA is dictated by specific DNA sequence motifs [48,49]. Repressed genes are 

typically GC rich between the -10 hexamer box and the TSS, whereas activated genes 

are typically AT-rich in this position. Our analysis of promoter regions did not 

uncover any correlation of GC content and regulation within the regulated genes or 

the genes contained in clusters. The observed clustering of differentially expressed 

genes could not be attributed to (p)ppGpp or DksA regulation associated with the            

-10 to TTS region of these genes. The promoter analysis does not highlight a putative 

role associated with regulons. Thus, it is easy to speculate that the regulation 



 57 

observed in this study could be due to epigenetic regulatory factors, or it could be an 

artifact from our methods. 

 

To confirm the existence of this clustering of differentially expressed genes 

around the genome, we collected data from transcriptional microarray analyses of 

different obligate intracellular bacteria that we listed in a recent review [30]. From 

these data, we easily observed undescribed but comparable clusters of differentially 

expressed genes in different conditions for Rickettsia sp. [15,16,28,50] and                     

T. whipplei [13] (Supplementary data and Figure 6). These studies have mostly 

focused on environmental changes. These findings indicate that regulation that can 

occur under conditions of stress. However, these studies were performed with low-

density arrays and could be an artifact of the hybridization or analysis methods used. 

DNA probes are generally randomly spotted or synthesized on glass surfaces. In this 

regard, we can eliminate hybridization artifacts. A recent transcriptomic analysis of 

L. monocytogenes was performed using tilling microarrays [18]. Tilling arrays permit 

the investigation of whole genomes and should clearly reflect transcriptomic profiles. 

This transcriptomic analysis using tilling arrays for L. monocytogenes highlighted 

clusters of regulation (Supplementary data and Figure 6). It is possible that the 

limited number of RNA-seq studies of intracellular bacteria could explain why we 

have not observed these regulatory arrangements in previous RNA-seq studies. Here, 

we only focused on obligate intracellular bacteria and one facultative bacterium, but 

the observation of these regulatory clusters in different bacteria allowed us to confirm 

that these clusters appear to be a real, undescribed regulation phenomenon. Though 

we think that the definition of the observed regulatory clusters depends on the 

threshold applied to the data, this may be indicative of hot spots for coregulation, 

independent of operons or strain positions.  

 

These hot spots of regulation do not correspond to classical transcriptomic 

regulation within the promoter-and-transcription-factor paradigm. We speculate that 

an epigenetic regulation mechanism is responsible for the clustering of differentially 
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expressed genes. Furthermore, recent studies based on bacterial RNA-seq methods 

[20,51] or tilling microarrays [18] have focused on a new level of gene expression 

regulation. ncRNA epigenetic regulation, including sRNA and riboswitches in                   

5’ UTRs, have been highlighted and associated with bacterial virulence [18]. We can 

speculate that our differentially expressed genes could be targets of sRNA, and 

riboswitches could represent a plausible hypothesis to explain our observations.  

ABC transporters and efflux pumps are differentially expressed by C. burnetii. 

Riboswitches act as sensors and can activate or inhibit transcription in the presence of 

a specific molecule [52]. We can also hypothesize that there may be other epigenetic 

factors involved, such as hot spots of DNA methylation or DNA supercoiling, that 

could decrease the accessibility of transcription factors or RNA polymerase to 

promoter sequences [47]. Such phenomena are well known in eukaryotic models, 

such as in ncRNA silencing, and it is easy to speculate that this could be responsible 

for the clusters of regulation we have observed. 

 

In conclusion, C. burnetii appears to be able to rapidly adapt itself to 

environmental changes such as cold and heat shock by altering the transcription of 

adapted genes that could be involved in transformation into a sporulation-like form. 

In bacteria, genes are organized into operons to facilitate the regulation of genes 

implicated in the same pathway. Here, we found that many of the genes that are 

differentially expressed upon exposure to temperature stresses are organized into 

clusters of regulation. Although we have not deciphered the mechanisms underlying 

these regulation clusters, this phenomenon seems to be widespread in obligate 

intracellular bacteria. Clustering related to the regulation of gene expression involved 

in bacterial adaptation could be advantageous for these bacteria. Thus, we will 

undertake new experiments related to transcriptional responses with longer exposure 

to stress conditions using technology that is adapted to highlight ncRNA or 

epigenetic factors (which we could not monitor with the microarray used here) to 

elucidate the phenomenon of gene regulation by clusters.  
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Materials and methods 

Strain, medium and growth conditions 

All experiments were performed with mid-log cultures of C. burnetii grown at 

35°C on L929 cells in MEM (GIBCO, Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) 

supplemented with 4% SVF (GIBCO) and 1% L-glutamine (GIBCO). For 

temperature stress experiments, flasks containing infected L929 cells were incubated 

at 4°C or 42°C for 30 min or 1 h with the Nine Mile I Strain. Infected cells were 

harvested using glass beads and centrifuged at 7,500 rpm for 10 min. Pellets were 

frozen using liquid nitrogen and stored at -80°C. 

 

RNA extraction and purification 

Pellets were resuspended in 100 µl of TE supplemented with 10 mg/ml of 

lysozyme (Euromedex, Souffelweyersheim, France) and incubated for 10 min at 

room temperature. Total RNA was extracted and purified from resuspended pellets 

using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) as recommended by the 

manufacturer. DNase treatment was performed using the DNA Turbo Free Kit 

(Ambion, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Total RNA integrity was 

checked using the 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA), and the 

concentrations were quantified using the NanoDrop (Thermo, Wilmington, USA). 

Eukaryotic RNA and bacterial rRNA were depleted using the MicrobEnrich kit 

(Ambion) as previously described [53] and the MicrobExpress kit (Ambion), 

respectively. The integrity of bacterial RNA was checked using the 2100 

BioAnalyzer, and the concentrations were quantified using the NanoDrop. 

 

RNA labeling for microarray experiments 

RNA was reverse-transcribed using M-MLV (Invitrogen, Cergy-Pontoise, 

France) and random hexamer primers (Invitrogen) as previously described. cDNAs 

were amplified using the processive polymerase phi29 with the GenomPhi illustrator 

V2 kit (GE HealthCare Lifescience, Orsay, France). This strategy was previously 

described [29]. The amplified cDNAs were labeled with the Bioprime Labeling 
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System (Invitrogen) using d-CTP Cy3/5 fluorochromes (GE HealthCare Lifescience). 

Labeled cDNAs were purified using QIAquick mini kit columns (Qiagen), and the 

level of incorporation was quantified using the NanoDrop. 

 

Coxiella burnetii whole-genome microarray construction 

OligoArray 2.0 [54,55] was used to design probes based on 2016 CDS 

extracted from the NC_002971.gb GenBank sequence file. OligoArray 2.0 integrates 

BLAST analysis against a nonredundant set of sequences and probe secondary 

structure analyses [56]. Oligonucleotide calculation parameters were set as follows: 

oligo length from 50- to 52-mers; GC percentage from 35 to 55%; melting 

temperature from 82 to 86°C. OligoArray 2.0 selected probes with the lowest cross-

hybridization and an absence of secondary structure and balanced the set of probes in 

terms of melting temperature. Oligonucleotides containing five consecutive A, C, G 

or T were discarded. Following probes design, 1990 probes corresponding to 1990 

distinct CDS where selected for synthesis. A total of 100 μmol of each probe were 

ordered from Sigma–Proligo (Paris, FRANCE) as 5′ amino–modified 

oligonucleotides. Oligonucleotide stocks were aliquoted for use in microarray 

fabrication. Oligonucleotides were diluted to a final concentration of 35–50 μM in 

35% dimethyl sulfoxide, 100 mM potassium phosphate (pH 8.0). C. burnetii 2k 

microarrays (GEO reference GPL6675) were printed with a ChipWriterProarrayer 

(Bio-Rad, 1000 Alfred Nobel Drive Hercules, CA) on commercial HydroGel slides 

(Schott, Hattenbergstr 10 55122 Mainz, Germany) and processed according to the 

manufacturer's instructions. 

 

Microarray hybridizations 

Hybridization was carried out using two samples of labeled cDNA (75 pmol of 

each) that were labeled with Cy3 or Cy5 d-CTP. The pooled samples were hybridized 

using the GE Hybridization Kit (Agilent Technologies) as recommended by the 

manufacturer. The mixture was applied to a Surhyb 1 array (Agilent Technologies) 

and hybridized onto the Coxiella burnetii array using an Agilent hybridization 
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chamber (Agilent Technologies). Microarrays were hybridized for 17 h at 62°C in a 

rotating oven. Microarrays were washed using the GE washing buffers (Agilent 

Technologies) for 5 min with wash buffer 1 at room temperature followed by 1 min 

with wash buffer 2 at 37°C. Microarrays were dried using a bath of acetonitrile 

(VWR, Fontenay sous Bois, France). The microarrays were scanned using the 

microarray scanner C (Agilent Technologies) using XDR at 5 µm resolution.  

 

Analysis of microarray data 

All microarray results have been deposited in the GEO database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) under GEO series accession number GSE21778. 

The signal intensity and local background were measured for each spot by analyzing 

the array pictures with Feature Extractor software (Agilent Technologies). The data 

filtering and normalization were performed using Midas from the TM4 suite (TIGR). 

Data normalizations were performed using global normalization and Lowess 

normalization methods. Normalized data were processed using Tmev software from 

the TM4 suite (TIGR) with a t-test with a p-value of <0.05 and a cut-off of 2 for the 

fold change [50]. All experiments were conducted three times, which yielded                    

12 measurements per gene (representing four technical replicates in three biological 

replicates). The gene expression level was determined by determining the mean of the 

12 values obtained for each probe.  

 

Cluster of regulation analysis 

Differentially expressed gene distributions were calculated using windows of               

5 to 11 genes. The number of differentially expressed genes was counted in each 

window, and the distribution of differentially expressed genes was compared to a 

random distribution. For the synteny analyses, we compared C. burnetii to Legionella 

sp. and Francisella sp. using the Geneplot application. Geneplot is available on the 

NCBI website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Functional analyses were performed 

using the Cluster of Orthologous Gene classification (COG) [25]. We used the operon 

organization algorithm available in MicrobesOnline to define transcriptional units 
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[57]. Protein network data were extracted from the program STRING version 8.2 

[26]. We used interactions with a score > 0.5. We extracted all downstream intergenic 

sequences (-1000 to 0 bp) for all of the genes and considered as putative promoter 

sequences all intergenic sequences with a length > 50 bp. Promoter prediction has 

also been performed on putative promoter sequences using the Neural Network 

Promoter Prediction method [27]. Promoter predictions and downstream intergenic 

sequences corresponding to our differentially regulated genes were aligned using the 

Muscle 3.7 program [58]. Phylogenetic trees were built using MEGA 4 software [59]. 

We extracted all of the downstream intergenic sequences (-10 to 0 bp) for all                      

of the transcriptional units and considered sequences with intergenic sequence 

lengths > 50 bp. We analyzed the CG% of the extracted sequences in comparison to 

the GC% of intergenic sequences. Statistical analyses were performed using 

GraphPad Prism version 5 software. 

 

Real-Time RT-PCR 

RNA was reverse-transcribed using M-MLV (Invitrogen) and random hexamer 

primers (Invitrogen) as recommended by the manufacturer. qPCR was performed on 

cDNAs for targeted transcripts using the Quantitec Probes Kit (Qiagen) with the 7900 

HT PCR system (Applied Biosystems). The primers and probes used to perform 

qPCR were designed based on the five C. burnetii sequenced genomes available on 

the NCBI database. The sequences of primers and probes used are listed in the 

Supplementary data (Table S1). The relative
 
expression ratios of target genes were 

determined by comparing housekeeping genes (com1, 16S, rpoB) with differentially 

transcribed genes using the software of the 7900 HT qPCR system. 
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Figure Legends 

 

Figure 1: Eukaryotic RNA depletion and the atypical profile of C. burnetii rRNA 

(A) This figure represents the electrophoregram showing the overlap of total RNA 

after RNA extraction and bacterial RNA after eukaryotic RNA depletion. (B) This 

figure represents the electrophoregram showing the overlap of bacterial RNA after 

eukaryotic RNA depletion RNA and bacterial mRNA after bacterial rRNA depletion. 

(C) This figure represents the gel-like representation of the fractions obtained after 

the different RNA depletions. 

 

Figure 2: Hierarchical clustering of differentially expressed genes. 

CS30, CS 60, HS30 and HS60 represent the cold shock stress for 30 min and 60 min 

and the heat shock stress for 30 min and 60 min, respectively. Green plots represent 

genes that are downregulated upon temperature stress, red plots represent genes that 

are upregulated upon temperature stress, and gray plots represent genes with variable 

regulation observed in biological replicates (p>0,05). 

 

Figure 3: Functional category classification of genes differentially expressed 

upon exposure to stress temperatures  

(A) The figure represents the proportion of genes differentially expressed according 

to the COG functional classification for each condition. (B) The pie chart represents 

the proportion of genes differentially expressed in at least one condition according to 

the COG.  

 

Figure 4: Transcriptional profiles of the early responses to temperature stress.  

 

Figure 5: Distribution of differentially expressed genes  

This figure represents the total number of differentially expressed genes included in 

different window sizes (between 5 and 11 genes) that contain differentially expressed 

genes. 

 

Figure 6: Transcriptional profiles from previously reported analyses of 

intracellular bacteria 
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Table 1: List of differentially expressed genes 

Supplementary data 

Figure S1:  Venn diagram of differentially expressed genes  

Figure S2:  Clusters of regulation 

Figure S3:  Coxiella burnetii gene network connections  

Figure S4:  Differentially expressed gene networks 

Figure S5:  Promoter sequence analysis 

 

Table S1:  Table of primers and probes used for qRT-PCR and results 

Table S2:  Clusters of regulation within other obligate intracellular bacteria  

Table S3:  Statistical analysis of the distribution of differentially expressed genes  

Table S4:  Statistical analysis of functional categories within clusters 

Table S5:  Statistical analysis of network connections within clusters 

Table S6:  Synteny between C. burnetii and Legionella sp. and Francisella sp. 

Table S7:  Promoter -10 to start site analysis 

Table S8:  Gene information 
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Chapitre III 
 

Genomotyping of 52 isolates of Coxiella burnetii 

reveals high homogeneity of gene content 

within isolates associates with ticks 
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Commentaire 

 

La fièvre Q est une maladie ubiquitaire [32], bien qu’à ce jour aucun cas 

n’a été diagnostiqué en Nouvelle-Zélande. Les manifestations cliniques de 

même que les résultats biologiques ne sont pas spécifiques au cours de la fièvre 

Q, ce qui rend le diagnostic souvent difficile et dépendant du fait que la fièvre Q 

soit évoquée de façon systématique. La mise en évidence des cas dépend donc 

de l’intérêt du clinicien et de la présence d’un laboratoire de référence pour la 

fièvre Q [7].  

 

L’analyse de la séquence de l’ARNr 16S a mis en évidence une forte 

homogénéité entre les souches de C. burnetii [50]. Par contre, les analyses par 

RFLP [51,52] ou PCR-RFLP [53,54] ont permis de mettre en évidence une 

diversité entre différentes souches. L’étude la plus complète de typage a été 

rapportée par Glazunova et al. [55], qui ont utilisé le Multi Spacer Typing sur 

environ 150 isolats de C. burnetii. Plus récemment, une étude de génomique 

comparative par puces à ADN a été réalisée sur une collection de 24 souches 

dans le but de corréler le répertoire génétique et la source de l’organisme [56]. 

 

Récemment, une longue controverse sur la virulence des différentes 

souches de C. burnetii a été résolue [55,57–59]. En effet, il semblerait que tous 

les génotypes de souches peuvent être isolés lors d'infections chroniques, 

laissant penser ces dernières seraient donc plus déterminées par les facteurs liés 

à l'hôte. En revanche, seuls certains génotypes ont été isolés lors de fièvres Q 

aiguës. Par ailleurs, il a été démontré que la souche de référence Nine Mile 

induisait une infection aiguë à plus faible inoculum que la souche Q212 (isolée à 

partir d’une infection chronique). Par conséquent, il existe des différences de 

virulence entre les souches qui pourraient être à l’origine des infections aiguës. 
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Les différentes méthodes de typage (Plasmide, Multi Spacer Typing et 

génomotypage) ont montré une capacité à discriminer ces souches [55] [56].  

Actuellement, la fièvre Q se voit porter un regain d’intérêt du fait de sa 

réémergence dans différentes zones et spécialement en Europe avec l’immense 

épidémie qui fait rage aux Pays-Bas [36,40]. Ces récentes épidémies de fièvre Q 

ont relancé la question de la clonalité bactérienne. En effet, il est possible que 

ces épidémies soient liées à l’émission de clones hautement virulents. De 

nombreuses études de biologie moléculaire ont été effectuées lors de l’épidémie 

aux Pays-Bas et les résultats ont montré l’implication d’un seul génotype ou du 

moins une réduction de l’hétérogénéité [40].  

 

  Le rôle des tiques en tant que vecteur ou réservoir a été discuté [60–64]. 

Même si les grandes épidémies semblent être liées à l'exposition à des animaux, 

le rôle des arthropodes dans la transmission de la fièvre Q doit être considéré. Il 

a été montré que les tiques peuvent être infectés par C. burnetii lors repas 

sanguin, elles excrètent la bactérie via les selles, la salive et le fluide coxal et 

peuvent également la transmettre par voie transovarienne et transtadialle. 

Aujourd’hui, la transmission vectorielle de C. burnetii est considérée comme 

une voix mineure dans la dissémination de la fièvre Q [35]. 

 

  Dans cette étude, nous avons génomotypé à l'aide de puces à ADN une 

collection de 52 isolats provenant de patients et d’animaux (mammifères, 

oiseaux et tiques) dont 2 isolats présentant le même génotype que le clone 

épidémique présumé de Pays-Bas en se basant sur la MST, dans le but de 

trouver des associations entre le répertoire génétique, la source d’isolement et 

les informations cliniques des différents isolats de C. burnetii. 

 

Cet article nous a permis de mettre en évidence une congruence entre le 

génomotypage et le Multi Spacer Typing. Nous avons aussi augmenté le nombre 
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de génomotypes associés aux manifestations aiguës de la fièvre Q. De plus, nous 

avons identifié 4 gènes dont la délétion est significativement associée à la forme 

aiguë de la maladie. Enfin, nous avons pu mettre en évidence que les isolats 

provenant des humains présentaient significativement plus d’événements de 

délétion que les isolats provenant d’animaux et spécialement ceux de tiques 

dures qui ne présentent aucune différence avec la souche de référence Nine 

Mile.  
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Abstract 
 

 
C. burnetii is a Gram-negative intracellular γ-proteobacteria that causes Q 

fever, a zoonotic disease. Q fever can manifest as an acute or chronic illness. 

Different typing methods have been previously developed to classify C. burnetii 

isolates in order to explore its pathogenicity. Here, we report a genomotyping 

method based on presence or absence of genes using microarray based on Nine 

Mile strain genome. The genomotyping method was then tested on 52 isolates 

obtained from different geographic areas, different hosts and isolated from 

patient with different clinical manifestations. The analysis reveals the presence 

of 10 genomotypes organized in 3 groups with a topology congruent with that of 

Multi Spacer Typing. We also found out 4 genomotypes especially associated 

with acute Q fever whereas all the genomotypes could be associated to chronic 

human infection. Serendipity, genomotyping reveals that hard ticks isolates 

including Nine Mile belong to the same genomotype.  
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Introduction 

C. burnetii is a Gram-negative intracellular γ-proteobacteria that causes Q 

fever, a zoonotic disease with a worldwide distribution [1]. Q fever can manifest 

as an acute or chronic illness. Acute Q fever is typically a self-limiting febrile 

illness during which pneumonia or hepatitis can occur, whereas chronic Q fever 

is a severe illness where patients can present endocarditis, vascular infection, 

osteomyelitis and chronic hepatitis [1]. Aerosol is the major route of 

contamination with C. burnetii. C. burnetii displays antigenic variation in the 

lipo-polysaccharide (LPS) [2]. The phase I is highly infectious and corresponds 

to the natural phase found in animals, human and arthropod, whereas phase II 

that is not very infectious, presents a truncated LPS and can be obtained after 

several passages on cell culture or embryonated eggs [1]. C. burnetii genome 

was sequenced in 2003 and its size is around 2Mbp with a plasmid of around           

38 kpb [3]. Recently 5 new isolates were sequenced [4].  

 
Analysis of 16S rDNA gene sequencing has highlighted that C. burnetii 

strains isolated from a variety of geographical areas and various hosts display 

considerable genetic homogeneity [5]. Restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) analysis of genomic DNA (gDNA) [6–8] and sequence 

and/or PCR-RFLP [9–12] of specific genes reveals genetic diversity between           

C. burnetii isolates. The most extensive survey of C. burnetii genetic diversity 

was reported by Glazunova et al. [13], who used multi spacer sequence typing to 

genotype around 150 C. burnetii isolates. More recently, a comparative genomic 

hybridization (CGH) analysis were performed on a collection a 24 strains of             

C. burnetii [14]. The C. burnetii genome sequence availability allows a rapid 

assessment of whole genome sequence variation by using comparative genome 

hybridization CGH on microarrays allowing correlating the genome repertoire 

and the source of the organisms. 
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A long controversy on the virulence of different isolates of C. burnetii has 

been resolved recently [13,15–18]. It appears that all type of strains can be 

isolated from chronic infections that are more determined by host factors that by 

bacterial factors. In contrast, only some strains have been isolated from acute 

infection and the prototype strain Nine Mile have been found to determine acute 

infection at lower inoculum than the strain Q212 found out in a chronic 

infection. Therefore, there is difference of strains virulence in causing acute 

infection that matches with the genotype determined by MST, genomotyping or 

plasmid typing.  

 

Q fever is currently re-emerging in different areas in Europe with the 

gigantic outbreak of Q fever observed in Netherlands (causing both acute and 

chronic infections) [19] and in US military personal affected in Iraq [20].                

C. burnetii outbreaks highlight the question of bacterial clonality that could be 

related to broadcasts of highly virulent clones. Alternatively, the apparent 

massive increase in cases of Q fever could be actually related to improved 

detection or increased risk of exposure to animal reservoir [20]. The outbreak 

now raging in Netherlands has been the subject of different molecular biology 

experiments including one that reveal the implication of a single genotype or at 

least a reduction of heterogeneity [19,21]. We had the opportunity to test this 

genotype using MST methods [13] and found that the putative clone responsive 

of the outbreak was identical to a strain isolated from an infected sheep vagina 

in Germany for over 10 years and several strains isolated from humans in France 

(unpublished data).  

 

Even if the large outbreaks seem to be related to exposure of animal, the 

role of arthropods in Q fever transmission has to be considered. The role of ticks 

as vector and reservoirs has been discussed since 1937. Ticks may be infected 

by C. burnetii during feeding, excrete it via faeces, saliva and coxal fluid and 
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may transmit it transovarially and transstadially. The reference strain Nine Mile 

was isolated from a Dermacentor andersoni hard tick and Q fever was initially 

presumed to be a vector-borne disease [22–25]. Nowadays, ticks are rare vector 

for transmission of Q fever [26].  

 

In this study, we compare 52 isolates of from patients and animals 

(mammals, bird and ticks) from our strain collection including 2 isolates 

presenting the same MST genotype than the putative epidemic clone from 

Netherland using DNA whole genome microarray to perform genomotyping to 

investigate associations of gene repertoire, source and clinical information of            

C. burnetii. 
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Materials and methods 

C. burnetii isolated, cultivation and purification 

Isolate name, geographical/sample origin, plasmid type, clinical disease are 

listed in Table 1. C. burnetii grown at 35°C on L929 cells with MEM medium 

(GIBCO, Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplemented with 4% SVF 

(GIBCO) and 1% of L-Glutamine (GIBCO). Monolayers cells and supernatant 

from 3 175cm² flask were harvested and incubated with 1% of Trypsine 

(GIBCO) for 1 hour at 37°C. Released bacteria were purified from L929 cell 

debris by differential centrifugation. Purified bacteria were resuspended in 

400µl of PBS and stored at -80°C. 

 

gDNA extraction and amplification 

200 µl of purified bacteria were incubated for 30 min at 70°C with 200 µl of AL 

lysis buffer (Qiagen, Courtaboeuf, France) and 20 µl of Proteinase K (Qiagen). 

gDNA were extracted and purified using QiaAmp DNA mini kit as 

recommended by the manufacturer (Qiagen). gDNA purity and concentration 

was checked using the NanoDrop (Thermo, Wingmilton, USA). 10 ng of gDNA 

were amplified by the processive polymerase phi29 using the GenomPhi 

illustrator V2 kit (GE HealthCare, Lifescience, Orsay, France). This strategy 

was previously described for CGH experiments [14]. 

 

gDNA labelling and microarray experiments 

The amplified gDNA were labeled with the Bioprime CGH Labelling kit 

(Invitrogen) using d-CTP Cy3/5 fluorochromes (GE HealthCare Lifescience) as 

recommended by the manufacturer. Labeled amplified gDNA were purified 

using Pure Link PCR purification columns (Invitrogen) and the level of 

fluorochromes incorporation was quantified using the NanoDrop (Thermo 

Scientific). Hybridizations were carried out using two samples of labeled 

amplified gDNA (150 pmol of each) that were labeled with Cy3 or Cy5 d-CTP. 

The pooled samples were hybridized using the GE hybridization kit (Agilent 
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Technologies) as recommended by the manufacturer. The mixture was applied 

on a Surhyb 1 array (Agilent Technologies) and hybridized on the Coxiella 

burnetii array using the Agilent hybridization chamber (Agilent Technologies). 

Microarrays were hybridized for 17h at 62°C in a rotative oven. Microarrays 

were washed using the GE washing buffers (Agilent Technologies) with 5 min 

of Wash buffer 1 at room temperature followed by 1 min of Wash buffer 2 at 

37°C. Microarrays were dried using a bath of acetonitrile (VWR, Fontenay sous 

Bois, France). The microarrays were scanned using the microarray scanner C 

(Agilent Technologies) using XDR at 5µm resolution.  

 

Coxiella burnetii whole genome microarray construction 

OligoArray 2.0 [27,28]was used to calculate probes from 2016 CDS extracted 

from NC_002971.gb Genbank sequence file corresponding to that of Nine Mile 

reference strain [3]. OligoArray 2.0 integrates BLAST analysis against a non-

redundant set of sequences and probe secondary structure analyses [29]. 

Oligonucleotide calculation parameters were set as follows: oligo length from 50 

to 52mers; GC percentage from 35 to 55%; melting temperature from 82 to 

86°C. OligoArray 2.0 selected probes with the lowest cross-hybridization, the 

absence of secondary structure and balanced the set of probes in terms of 

melting temperature. Oligonucleotides containing five consecutive A, C, G or 

T's were discarded. Following probes design, 1990 probes corresponding to 

1990 distinct CDS where selected for synthesis. A total of 100 μmoles of each 

probe were ordered from Sigma–Proligo (Paris, FRANCE) as a 5′ amino 

modified oligonucleotide. Oligonucleotide stocks were aliquoted for use in 

microarray fabrication. Oligonucleotides were diluted to a final concentration of 

35–50 μM in 35% dimethyl sulfoxide (DMSO), 100 mM potassium phosphate 

(pH 8.0). Coxiella burnetti - 2k microarrays were printed with a 

ChipWriterProarrayer (Bio-Rad Hercules, CA) on commercial HydroGel slides 

(Schott, Mainz, Germany), and processed according to the manufacturer's 
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instructions. Our microarray is spotted in quadriplicate and contains 1990 

different probes genes that correspond to ca. 98.7% of the coding sequences. 

 

Analysis of microarray data 

All microarray results have been deposited in the GEO database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) under GEO series accession number                  

(A faire). The signal intensity and local background were measured for each 

spot using the array pictures with Feature Extractor software (Agilent 

Technologies). Data filtering normalizations were obtained by using processing 

signal raw from obtained after data extraction from Feature Extractor. We used 

to mean of our four replicated per probes to performed M-A plot. Using M-A 

plots, we deduce a naïve cut-off [30] to obtained genes that are putatively lost 

compared or highly divergent to our reference. Matrix for clusterization of our 

data was performed using 0 for gene conserved and 1 for gene putatively lost or 

highly divergent. Clustering analyses were performed using Tmev [31,32]. We 

used hierarchical clustering to generate the dendograme with Euclidean distance 

and complete linkage for respectively distance metric calculation and linkage 

method. 

 

Genomotyping and statistical analysis. 

To performed genomotyping we identify the putative single events of 

mutation. Matrix for clusterization of our data was performed using 0 for 

genomic content conserved and 1 for putative events of mutation. Clustering 

analyses were performed using Tmev [31,32]. We used hierarchical clustering to 

generate the dendograme with Euclidean distance and complete linkage for 

respectively distance metric calculation and linkage method. The statistical 

analysis was performed using GraphPad Prism5 (GraphPad Software, Inc). The 

principal component analysis was performed using Comprehensive Meta-

analysis software (Biostat, Englewood NJ). 
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Results 

CGH experiments 

The CGH experiment using a whole genome microarray was performed to 

genomotype 52 isolates of C. burnetii to detect deleted genes compared to the 

reference strain Nine Mile. The isolation and clinical information from the 

collection of isolates are listed in table 1. To confirm the gene losses we 

compared results to the previous study of CGH for C. burnetii [14]. We found 

comparable results with our deleted genes set and the set obtained by the 

previous CGH study. Strains used in both studies (HzS and S217), present 

similar gene content. Given the putative gene loss deduced from the                        

52 hybridization data, it appeared that C. burnetii genomic content is highly 

conserved across the 52 tested isolates (Table 1). The chromosomal deletion 

associated with the phase II conversion [33] was found in only two isolates 

(HzR and Luga) and will not be included in our study. Comparative analysis 

showed that relative to the NMI strain, the percentage of deleted or highly 

divergent ORFs ranges from 0 to 2.5 % (S217). The heat map visualization of 

genomic variations showed that differences are spread across the genome 

(Supplementary data). Only 161 genes from the NMI isolate were predicted to 

be absent or highly divergent in at least one tested strain (Supplementary data). 

The clustering analysis of gene putatively deleted at least in 1 isolate show                 

3 distinct clusters 1, 2 and 3 (Supplementary data). The clusters 1 and 2 

contained genes with high deletion frequency whereas the cluster 3 is mostly 

composed of 95 genes with globally low deletion frequency.  

 

Genomotyping 

To perform genomotyping, we first identify the deleted or highly 

divergent genes and assigned them single chromosomal mutation events 

(supplementary table 2) based on the methods used for the previous study of 

Beare et al. [14]. We found as shown in Figure 1A that isolates are organized in 
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two major (A and B) and one minor (C) groups that contained respectively 21, 

30 and 1 isolates (Figure 1). The groups A, and B are constituted respectively of 

3 (A1 to A3), 6 (B1 to B6), distinct genomotypes. Within genomotypes, low 

variability of genomic content is observable. However, only few isolates have 

identical gene content and small divergences occur within genomotypes. We 

found also that the group A is associated to deleted gene cluster 1. The cluster 2 

and 3 could be found associated with the three groups A, B and C. 

 

MST-typing and genomotyping 

We compared the genomotyping to MST genotyping previously described 

[13] sharing 3 groups presenting a similar topology (Figure 1B). The MST 

genotypes 1 to 10 are included within the group 1. The genotypes 21 are 

included within the group 2 and the other MST genotypes are associated with 

the group 2. Genomotype groups A, C and B includes MST-genotypes 1 to 8, 

MST genotype 21 and the other MST-genotypes. We found only three 

exceptions with the isolates CB76, CB93 and CB94 that have not been 

associated within the expected genomotype groups. Despite the figure 1B 

highlights low divergence between genomotyping and MST-genotyping, the two 

different methods reveal congruence in isolates clusterization. 

 

Correlation between gene content and physiopathology 

We wanted to know if the gene content of different strains could be 

correlated with physiopathological and geographical information listed in table 

1. We try to associate genes with Q fever acute clinical form. We found that 4 

clusters were associated to acute infection (A2, A3, B4 and B5). We consider 

that the 4 clusters were the genomotypes that could cause acute infection. In this 

regard, we focus on genes that are specially deleted in acute isolates and their 

clusters and present for chronic clusters and vice versa. We found that 4 deleted 

ORFs were significantly associated to the acute infection and their clusters 
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(Table 2). These genes are annoted as hypothetical. We found also that the two 

isolates with the same genotype than the putative epidemic clone (CB74 and 

Z3055) present few differences of gene repertoire and belong to different 

genomotypes (B3 and B2). Moreover, human isolates seems to have less genes 

than animal isolates (Figure 2A). Furthermore, arthropod isolates present less 

deleted genes and specially the hard ticks (Luga, Derma, 5116 and NM) which 

do not present deleted gene (genomotype B1). We also found that isolates 

associated with the plasmid QpH1 has less deleted genes compared to the 

plasmids QpRS and QpDV (Figure 2B). Animal isolates were also principally 

associated with QpH1 plasmid type (Table 1). We performed principal 

component analysis (PCA) to observe association between gene absences or 

genomotypes and clinical or geographical information. We could not find any 

obvious associations with gene absence, but confirm as previously mentioned 

that B1 genomotype is associated to arthropods and especially hard ticks  

(Figure 2C).  
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Discussion 

In this study, we examined the genomic content of 52 isolates of                    

C. burnetii compared to the reference strain NMI, using a global genomic 

approach based on comparative genomic hybridization by whole genome 

microarray. A previous CGH analysis of C. burnetii was performed on                    

23 different isolates and two antigenic variant of NMI. Our collection has 3 

strains in common with that used by Beare et al. (NMI, S217 and HzS) that we 

used as positive control for our work. We found high homologies between our 

results and that of Beare and al. [14]. In this regard, we consider that we 

obtained robust and confirmed data to performed genomotyping with our 

microarray results. Several typing methods had been developed for the causative 

agent of the Q fever [5,7,8,10,12–14]. Glazunova et al. [13] and Beare et al. [14] 

have shown that the different methods of typing were globally congruent. In our 

study, we have compared whole-genome typing with MST methods. The 

comparison shows a similar clusterization of isolates within 3 groups with 

significantly divergent gene content (Figure 1B). In this regards, the different 

isolates of C. burnetii present convergent evolutions that are independent of 

geographic origin and clinical context as previously proposed by Glazunova et 

al. [13] and Beare et al. [14].  

 

Several animal models have shown that both the inoculum size used and 

the strain influence the presence and manifestations of acute pneumonia during 

Q fever [17,18,34]. However, there is no evidence that isolates from chronic and 

acute human infections differ when large collections are screened by different 

methods of typing [13]. The preliminary work based on MST-typing have 

shown that acute Q fever was induced by isolates belonging to genotype MST 1, 

2, 4, 16, 18 and that the plasmid QpDV was highly associated with acute                 

Q fever. Isolates from chronic infections were associated with all MST-
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genotypes and all of the plasmid type. In our study we found that only 

genomotypes A2, A3, B4 and B5 contained isolates from acute infections. Based 

on these associations, we have found 4 deleted or highly divergent ORFs with 

unknown function that were significantly associated with acute Q fever. 

Furthermore the previous microarray genomic analysis showed that isolates with 

acute infections had comparable gene repertoire to that of genomotype B1 [14]. 

As no genomotypes is specifically associated with chronic Q fever, we 

confirmed that all isolates could be involved in chronic infections as previously 

proposed [13,16]. We described 4 more genomotypes associated with acute 

infections, compared to the previous study. Based on our results, the previous 

typing methods of isolates collection and on studies of acute Q fever animal 

models we proposed the diagram of Q fever infections (figure 3).  

 

Surprisingly, the comparative genomic analysis of our isolates collection 

has revealed that animal isolates (and especially arthropods) has globally less 

deleted genes than human isolates (figure 3A). All isolates from hard tick 

present identical gene contents with Nine Mile I. Beare et al. [14] had 

previously found that 2 isolates associated with hard ticks have identical gene 

content with NMI (Dugway 5G61-63 and BDT 1). These isolates were isolated 

from tick species. C. burnetii has been identified in many species of ticks [26].  

 

A bias in sampling exists in this study. Whereas chronic disease 

represents 20 times less patients than acute disease, most of isolates the human 

isolates were from chronic disease patients, and the isolates from acute 

infections were mainly obtained from France. However, our isolates collection 

contains 2 isolates presenting the identical MST-genotype than the putative 

epidemic clone that coming from a patient suffering of a chronic Q fever in 

Marseille (CB74) and from a placenta of goat in Germany (Z3055). The                     
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2 isolated reveals comparable but different gene repertoires and are associated to 

different genomotypes that belong to the genomotype group B.  

 

 A major limitation of our study is that we only used the genome of the 

reference strain Nine Mile [3]. It was the only available at the beginning of our 

study and addition of sequence from further strains may contribute to a better 

understanding of C. burnetii cycle and Q fever pathophysiology. However we 

found here for the first time that isolates from hard ticks have the same gene 

content and probably the same origin. Moreover we found that loss of 2 putative 

genes associated with virulence fuelling the hypothesis that bacterial 

pathogenicity is driven more by gene loss than gene gain. 
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Figure Legends 

 

Table 1: C. burnetii isolates used in this study 

Table 2: ORFs associated with acute infections  

 

Figure 1: Typing of the collection of isolates 

(A) Genomic content clusterization of the isolates based on event of mutations 

that allow determining the different genomotypes. (B) Comparison of topology 

for genomotyping and MST-typing. 

 

Figure 2: Association with gene repertoires and information 

(A) The figure represents the association of the source of isolation and the 

number of deleted genes. (B) The figure represents the association of the 

plasmid type and the number of deleted genes. (C) The figure represents the 

PCA analysis of source and genomotyping. The blue circle represents the 

highlight associations. 

 

Figure 3: Bacterial factors involved in Q fever 

 

 

Supplementary data 

 

Supplementary table 1: Representation of genomic content of the 52 isolates 

Supplementary figure 1: Clusterization of deleted genes at least 1 time in the 

collection of isolates 

Supplementary figure 2: Frequency of deletion 
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Conclusions générales et perspectives 

 

Cette thèse présentait deux objectifs majeurs. Le premier objectif était 

d’améliorer les stratégies de purification de l’ARN qui avaient été 

précédemment mis au point au sein du laboratoire, dans le but de permettre une 

analyse transcriptionnelle globale de l’hôte et de son pathogène par puce à 

ADN. Le second objectif était d’utiliser les puces à ADN pour entreprendre des 

études de transcriptomique et génomique comparative, afin d’augmenter nos 

connaissances sur la pathogénicité de C. burnetii. 

Dans le champ d’étude des interactions hôte-pathogène, les analyses des 

profils transcriptionnels des bactéries restent très limitées comparées à celles de 

leur hôte du fait de limitations techniques [24]. L’URMITE est un acteur 

prépondérant dans la mise au point de stratégies permettant l’étude des bactéries 

intracellulaires strictes [65]. Pour faciliter les analyses transcriptionnelles de 

bactéries intracellulaires strictes, La MV. et al. ont mis au point un système 

d’hybridation soustractive permettant l’élimination des ARN eucaryotes à partir 

d’un modèle in vitro de cellules infectées par Rickettsia conorii [66]. Les 

modèles in vitro ne proposant qu’une vue altérée des réelles interactions entre 

l’hôte et son pathogène durant une infection, il était nécessaire de développer un 

modèle in vivo basé sur l’utilisation d’échantillons cliniques. Dans cette thèse, 

nous avons donc entrepris la mise au point d’un protocole permettant 

l’utilisation d’échantillons cliniques pour l’étude transcriptionnelle simultanée 

de l’hôte et de son pathogène, en se basant sur une stratégie similaire de 

séparation des ARN eucaryotes et bactériens. Contrairement à la stratégie 

originelle, la fraction d’ARN eucaryotes a été également conservée. Par ailleurs, 

la quantité des échantillons cliniques étant souvent limitée, il nous a paru 

nécessaire d’adapter aussi les protocoles d’extraction pour obtenir de l’ARN de 

qualité en quantité suffisante en vue de l’utilisation sur des puces à ADN. Pour 
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ce faire, nous avons mis au point notre stratégie sur un modèle de peau de lapin 

infectée par R. conorii, puis nous l’avons validé à partir d’escarres provenant de 

patients souffrant de la fièvre boutonneuse méditerranéenne. Au vu des 

premières hybridations, qui ont montré des résultats préliminaires 

encourageants, cette stratégie a été utilisée pour la mise en œuvre d’un projet 

d’étude global de la réponse transcriptionnelle de l’hôte et de son pathogène 

dans le cas de la fièvre boutonneuse méditerranéenne. Les fractions d’ARN 

eucaryotes et bactériens ont été séparées avec succès à partir d’une collection 

d’escarres collectées à Marseille. Les ARN de R. conorii ont permis d’analyser 

la réponse in vivo de la bactérie dans les escarres de patients souffrant de fièvre 

boutonneuse méditerranéenne [67]. Les ARN eucaryotes ont également été 

utilisés pour analyser la réponse de l’hôte lors d’une infection par R. conorii. 

Nous sommes actuellement en attente d’escarres complémentaires pour 

confirmer et valider les premiers résultats obtenus. Notre stratégie semble 

également être portable sur d’autres modèles in vivo utilisant des échantillons 

cliniques. Il serait à présent intéressant d’utiliser notre stratégie sur des 

échantillons de valves infectées par C. burnetii provenant de patients de fièvre Q 

présentant une endocardite infectieuse [32].  

 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, l’utilisation des puces à 

ADN dans le contexte des interactions hôte-pathogène reste difficile à mettre en 

œuvre et spécialement pour analyser les profils d’expression des procaryotes. 

Pour ce travail nous nous sommes appuyés sur l’expertise et l’expérience 

acquises lors de précédents travaux concernant des bactéries intracellulaires 

strictes comme Tropheryma whipplei [42] [68] et R. conorii [66,67]. Nous avons 

montré, lors de l’analyse transcriptomique de la réponse précoce de C. burnetii à 

un changement de température, que les profils transcriptionnels obtenus 

présentaient de faibles différences d’expression (Fold change max = -3,92). De 
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plus, nous avons pu observer que les profils transcriptionnels étaient similaires 

après une exposition à la chaleur ou au froid, et cela après 30 minutes ou                       

1 heure. Même si les variations observées étaient relativement faibles, il apparaît 

clairement que C. burnetii présente une réponse adaptée aux changements de 

température. Les faits les plus marquants pourraient être une accumulation de 

(p)ppGpp qui est un senseur du stress, un arrêt de la croissance, une 

modification de la membrane et de la paroi, ainsi qu’une action des ABC 

transporteur et des pompes à efflux. Tous ces phénomènes pourraient être 

associés à un passage de la bactérie en forme Small Cell Variant voire pseudo-

sporulée, pour lui conférer des propriétés de résistance importante. De plus, au 

cours de ce travail, nous avons observé, par hasard, que les gènes 

différentiellement exprimés étaient pour beaucoup d’entre eux regroupés 

spatialement. Nos analyses bio-informatiques ont montré que ces clusters 

spatiaux de régulation ne répondaient ni au dogme promoteur - facteur de 

transcription - opéron ni à des réseaux biologiques. Nous avons retrouvé ce 

phénomène, passé inaperçu dans plusieurs autres études transcriptionnelles de 

bactéries intracellulaires [42–45,47,68], confirmant l’existence de régulations 

spatiales. N’ayant pu identifier les causes de régulations de ces clusters, nous 

posons l’hypothèse qu’elles pourraient être dues à un mode de régulation 

épigénétique qui reste à caractériser. 

 

Concernant l’analyse de génomique comparative des différents isolats de 

C. burnetii, les contenus génomiques des différents isolats apparaissaient 

comme ultra conservés dans notre collection. Nous avons trouvé des résultats 

similaires à ceux précédemment trouvés par Beare et al. sur une collection de  

24 souches de référence [56]. Des gènes divergents avaient des fréquences de 

délétion importantes (jusqu'à 50%), mettant en exergue des zones « hot spot » 

pour la plasticité du génome. Certaines de ces délétions comportaient une forte 
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proportion de pseudo-gènes, confirmant l’évolution réductive de ces génomes. A 

partir des contenus géniques de chaque isolat, nous avons effectué un 

génomotypage basé sur la présence ou l’absence des gènes. Ce dernier a révélée 

la présence de 3 groupes majeurs qui avaient déjà été identifiés par les 

différentes stratégies de typage et spécialement avec le typage des séquences 

intergéniques (MST) [55]. Cela témoigne d’une co-évolution entre les souches 

de ces différents groupes. L’analyse de deux isolats, présentant un génotype 

identique majoritaire lors de l’épidémie qui a sévi aux Pays-Bas [40], ne nous 

pas permis de conclure à l’existence d’un clone épidémique. Enfin, l’analyse de 

l’association des informations physiopathologiques et du contenu génique nous 

a permis d’améliorer nos connaissances sur les facteurs bactériens associés la 

fièvre Q aiguë. De plus, nous avons trouvé que les isolats humains contenaient 

en moyenne plus d’évènements de délétion que les isolats d’origine animale qui 

eux étaient presque totalement associés au plasmide QpH1. Ce phénomène a 

particulièrement été observé chez les isolats provenant de tiques dures. Ces 

derniers ne présentent aucune différence avec la souche de référence Nine Mile 

I. Nous avons également remarqué que certains isolats d’origine animale et 

humaine présentaient également un contenu génique identique à celui des tiques 

dures. Bien que la fièvre Q fût initialement décrite comme une maladie 

vectorielle [33,34], la voie principale de dissémination considérée reste à ce jour 

la contamination par aérosols [69]. Au vu de nos résultats, et considérant aussi la 

prévalence importante de C. burnetii dans les arthropodes [35], la transmission 

vectorielle de la fièvre Q est certainement sous-estimée. Les tiques dures 

pourraient également être impliquées dans la distribution de clones spécifiques.  

Nous avons montré au cours de cette thèse que l’utilisation des puces à 

ADN permettait d’augmenter nos connaissances sur la pathogénicité de l’agent 

de la fièvre Q. Cependant, nos travaux restent soumis à caution. En effet, 

concernant l’analyse du transcriptome, le génome de C. burnetii étant encore 
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peu analysé [11,37] (plus de la moitié des gènes sont annotés « unknown 

protein »), nous n’avons pu que partiellement interpréter la réponse de                       

C. burnetii aux changements de température. De plus, nous avons utilisé une 

puce à ADN à faible densité (1 sonde par gène déposée). Ce manque de 

résolution nous a empêchés de visualiser l’existence d’ARNnc et leur potentielle 

régulation. Concernant l’étude de génomique comparative, les puces à ADN 

reposant sur le principe d’hybridation, toutes séquences inexistantes dans le 

génome de Nine Mile n’ont pu être identifiées et intégrées aux résultats. Nous 

nous sommes donc limités aux évènements de délétion chromosomique. Enfin, 

comme pour l’analyse du transcriptome, la puce à faible résolution utilisée ne 

permet pas d’avoir une forte précision dans les résultats. L’utilisation d’outils 

plus résolutifs pourrait permettre de confirmer et d’affiner nos résultats. 

 

L’amélioration des technologies de séquençage, avec l’apparition des 

séquenceurs à haut débit, fait du séquençage une alternative crédible à 

l’utilisation des puces à ADN. Même si son coût reste nettement supérieur, le 

séquençage de l’ADNg et l’ARN par séquenceur à haut débit (DNAseq et 

RNAseq) comporte de gros avantages comparés à l’utilisation des puces à ADN. 

Concernant l’utilisation des puces à ADN pour la transcriptomique, les niveaux 

d’expression observés sont relatifs à la quantité de fluorescence observée. Il est 

à noter qu’il est impossible de comparer ces quantités relatives entre les 

différentes sondes du fait de propriétés thermodynamiques différentes [21,70]. 

Le RNAseq présente l’avantage d’être a priori un outil quantitatif qui pourra 

permettre de connaître les réels niveaux d’expression des gènes. Enfin, même si 

l’appariation des tiling-microarrays (puces à ADN comprenant l’ensemble des 

nucléotides d’un génome) permet d’obtenir une résolution élevée, elle ne résout 

pas le problème des séquences non spottées sur la lame, contrairement au 

séquençage.  



 128 

 

Pourtant, aussi prometteuses que soient le DNAseq et RNAseq, ils 

comporteront les mêmes limitations que pour les puces à ADN dans un système 

de bactéries intracellulaires. Les ADN ou ARN contaminants doivent être 

éliminés dans le but d’éviter qu’ils soient séquencés et qu’ils diminuent la 

profondeur du séquençage. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles 

stratégies pour séparer les ARN eucaryotes et procaryotes. Les stratégies déjà 

développées pour les puces à ADN semblent pouvoir être adaptées aux 

technologies DNAseq et RNAseq.  

 

A ce jour, quelques études de génomique comparative et transcriptomique 

utilisant le séquençage à haut débit ont été réalisées pour des bactéries 

intracellulaires strictes que sont C. burnetii [37] et Chlamydia trachomatis [71]. 

Ces études ont pu mettre en évidence des variations et remaniements 

chromosomiques ainsi que du polymorphisme nucléotidique entre 4 souches de 

C. burnetii pour le DNAseq et des régulations de l’expression génétique, 

l’identification d’ARNnc, d’identifier les structures primaires des ARN de 

Chlamydia trachomatis pour le RNAseq. L’utilisation de ces deux nouvelles 

technologies pourrait donc rapidement accroitre les connaissances concernant la 

pathogénicité des bactéries intracellulaires strictes et remplacer à terme 

l’utilisation des puces à ADN. Dans le laboratoire, nous disposons actuellement 

de deux séquenceurs haut-débit (Roche 454 et Applied Solid). Au sein du 

laboratoire, le DNAseq est déjà largement utilisé pour le séquençage de novo de 

nouvelles espèces bactériennes et le RNAseq est en cours de développement. 
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Annexes 

 

Au cours de cette thèse, du fait de l’expertise acquise sur les méthodes de 

post-génomiques, nous avons été amenés à travailler sur d’autres bactéries 

intracellulaires et spécialement des Rickettsies à savoir Rickettisa prowazekii, 

Rickettsia africae et R. conorii. Ces dernières sont des alpha-protéobactéries à 

petit génome en cours d’évolution réductive dont certaines ont été séquencées et 

ont permis d’entreprendre des analyses à l’aide d’outils de post-génomique et 

pour la majorité avec les puces ADN. Les annexes comportent certains de ces 

récents travaux. 
 

L’annexe 1 est une analyse transcriptionnelle de R. conorii à partir 

d’escarres obtenues sur des patients atteints de fièvre boutonneuse 

méditerranéenne. L’analyse transcriptionnelle met en évidence un profil 

conservé entre les différentes escarres mais également un arrêt de la croissance 

bactérienne. Cette étude est à ce jour la seule étude transcriptomique par puce à 

ADN utilisant un modèle in vivo à partir d’échantillons cliniques sur les 

Rickettsies.  
 

L’annexe 2 est le séquençage et l’analyse du génome de R. africae agent 

responsable de la fièvre boutonneuse d’Afrique. Ce travail a notamment montré 

entre autre que le génome de R. africae comportait un grand nombre de gènes 

spoT responsables de la synthèse et de la dégradation de l’alarmone ((p)ppGpp). 

Une analyse transcriptionnelle de ces gènes a pu montrer que ces derniers étaient 

fonctionnels et régulés lors de changements de température.  
 

L’annexe 3 est une analyse multi-omique comparative (génomique, 

transcriptomique et protéomique) de deux souches de R. prowazekii, l’agent 

responsable du typhus épidémique. Ces deux souches présentent un phénotype 

de virulence différent à savoir une souche vaccinale avirulente et une souche 

pathogène isolée d’un patient. L’analyse transcriptionnelle de ces deux souches 

dans un modèle in vitro a montré notamment des variations transcriptionnelles. 
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